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• z u* s a m .m e n f "a s^s u n g 

Verfiahren zur kultivierung von Zellen zur 
\ £roduktion von Substanzen 




10 



15 



Die Erfindung betrifft ein. Verfahren zur . Kultivierung ■ 
von Zellen zur Production von Substanzen, Erf indungsge*- 
raafi erfolgt die Kultivierung einer Substarizen produzie- 
renden Zeilinji.e unter Zufuhr- eines Nahrmedlums in der 
,Weise, dafi si'ch in ;der ' Kulturloaung eine Glukoselimi- 
tierung einatellt. Der Grad der Glukpselimitieruiig DGli 
= cfGlc'/qGlCmax- (qGlc - raomentane beobachtete spezifische 
Glukoseverbraiachsrate ; qGlCxnax = maximal fiir diese Zel- 
len bekannten spezif ischen Glukoseverbrauchsrate) ♦ DGL 
liegf in den Grenzen zwiechen ' 0 und 1, wpbei 0 vollige . 
Limit ierung bedeutet und 1 bedeutet keinerlei Limitie- 
rung, bzw. volliger Glukoseuberschufi. Erf indungemaE 1st 
der DLG grofier gleich dem, DLG, welcher zur ausschliefi- . 
lichen Erhaltiung der Zelle fuhrt .und <. 0,5. • 



(Fig. 2) 
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• *"**»• * 

Verfaliren zur Kultivierung "von Zellen zur ' 

.Produkti'on von "Substanzen 

i . . . * * , 

■ • I . . * , • 

Die Erf inching betrif ft ein Verf ahren zur Kultivierung . 
• ' , • . , • i • 

, von Zellen zur- Production von Substanzen nach dem Ober- 

begriff des Abspruchs 1 . 

• • - ' • ""[ "• • • ' • ' '. ■• •' • • • ; 

5 . Bei der Production von ; Substanzeri, . insbesondere Protei- 

nen r warden delikulturen in f erraentativen Frozesaen 
eingesetzt. 2s konnen ; dabei Prozesse unterscliieden wer- 
den, bei dene'n- die Zellkultureri genetisch t unverandert . 
sind und eigeine Stof fwechselproqlukte bilde t n und bei de- 
10. nen die Organismen.' genetisch so modifiziert sind, dail 

sie entweder eigene Substanzen, beispielsweise' Protei- • 
ne, vermehrt/ oder fremde Substanzen beispielsweise 
Proteine prodjuzieren. Die die Substanzen produzierendeii 
Organismen werden dabei mit einem Nahrthedium versorgt, . 
15 welches das uiberleben der Organismen garantiert und die 

Prqduktion depr gewunschten . Zielverbindung ermoglicht ♦ 
Fur diese Zwefcke sind eirie Vielzahl . von Kulturmedieri 
bekannt, die eine. Fermentation ermoglichenl Einer der 
wichtigsten Bestandteiie der Kulturmedien ist die Glu- 
20 kose.. Nach dem Stand der Technik ist man, regelmaSig be- 

'muht: in einem Ferment at ione and at z eine Miridestkonzen- 
tration an Glukose aufrecht zu erhalteri, urn die Auebeu- 
te an Zielverbindung zu optimieren. Die japanische Pa- 
tent anmel dung 001 101 882 A of fenbart ein Kultivie- • 
25 rungsverf ahren' fur Saugetier2ellen bei dem eine Min- . 

destkonzentration von 0,2 mmol/1 an Glukose aufrechter- 
halten. wird. Die US 544 39 68 affenbart ein Kuitivie- 
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rungsverfahreh, bei dem eine Gluko.eelimitierung ei:- 
folgt. Das Verfahren fuhrt jedoch nicht zu einer hohe- 
ren spezifischen Produktipnsrafce der Zellen' gegenuber 
der nicht limitierenden Futterung. 

Bs 1st die Auifgabe der Erfindung ein Verfanren ziir'Kui- ■ 
L-Jk' tiivierung yon Zellen zu echaf fen mit dem die Produkti- 

. ] . I , vitat 'einer einzelnen Zelle an Pro'dukt geBteigert wird 

und bei dem hbhe Zelldichten ermoglicht werden. Es soil 
10 : eine hohe JRauln-/Zeit-Ausbeufce an Produkt . ermoglicht 

werden. ! 



Das Verfanren soli besonders einfach in der Durbhfun- 
rung, mit minimal em MeJ3- und Regelaufwand verbunden, 
15 und besonders 1 -wirtschaf tlich sein, 

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf- 
gabe liberraachenderweise dadurch gelost r da£ die Kulti- 
yierung einer, Substanzen produzierende, Zellinie unter 
20 Zufuhr eines Nahrmediums in der Weise erfolgt, da£ sicb 

in der Kulturldsung eine Glukoselimitierung einstellt.. 
Der Grad der blukoselimitierung kann definiert werden./ 
als das Verhaltnis der beobachteten spezifischen Gluko- 
severbrauchsrate zur maximal fur diese Zellen. bekannte 
25 spezifische Glukoseverbrauchsrate . Der Grad der Gluko-. 

selimitierung' DGL = qGlc/qGlCxna* (qGlc = momentane 
beobachtete,, spezifische Glukoseverbrauchsrate; qGlCmax • 
' = maximal fur diese Zellen bekannten spezifischen Glu- 
kosevferbrauchsrate) . DGL liegt in cLen.Grenzen zwischen 
30 DGIiErixaitiing und. 1/ wobei DGLiErhaitung vqllige Wachs turns limi- 

tierung bedeutet und.l bedeutet keinerlei Limitierung 
. bzw. volliger Glukoseiuberschufe. 
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i Zusammen mit der Glukoselimitierung erfolgt ein koriti- . 
nui^rlicher R&ckgang der Restglukosekonzentration auf 
eine stationare Konzentration in der Kulturlosung, die 
grower 0 mmbl/.l, jedoch kleiner. ale 1 mmol/1, bevorzugt 
5 kleiner als 0,5 mmol/1 ist. Es ist zu beobachfcen, daS 

rait sinken deis DGL ein weiterer Anstieg der Lebendzell- 
dichte im Kulturgef aft erf olgen kann, Mit zimehmender . 
Glukoselimitierung konvergiert die Zelldichte dann ge- 
gen einen Maxima 1 we rt . Daraus resultiert, da£ der Gr-ad 
10 der Glukoselilraitierung gegen einen' minimalen Wert kon- 

vergiert/ dab^i ist der DGL erf indungsgemafi grower Oder 
gleich dem DGL, welcher zur Erhaltung der Zelle fuhrt, 
(maintenance Stof f wechsel) DGI» B rhait;uDg - qGlCg^i- 
tnms/qGlCmax (qGlc BrHaituaa^ bei reiriem Erhaltungsstoff - 
15 wechsel beobafchtete spezifische Glukoseverbrauchsrate; 

qGlCroax s= maximal fur dieee Zelleh bekannten spezifi- 
schen Qlukoseverbrauchsrate) , und kleiner 0,5, vorzugs- 
weise kleiner 0,4, besonders bevorzugt kleiner 0,3. 
i 

20 Charakteristiisch ist jedoch/ da£ mit der Abnahme der 

Glukosekonzentration keine Abnahme der Zellkonzentrati- 
on in der Losiing erf olgt . Mit zunehmendfer Glukoselimi- 
tierung, also* bei einkendem ' DGL -Wert , erhoht sich die 
spezifische Produktivitat einer Zelle, Da die Leberid- 
25 . zelldichte im Kulturgefafi nicht absinkt, fubrt dies z\i 
einer Erhohunlg der Raum-Zeit Ausbeute. Mit Eintreten 
der Glukoselimitierung geht phanomenologisch eine Er- 
niedrigung der spezifischen Laktatbildungsrate einher. 
Die Laktatbildungsrate konvergiert gegen einen Minimal - 
30 'we.rt. Dies f-iihrt dazu, daJS die Restlaktatkonzentration 

im Kult'urgef sufi absinkt, maximal gegen 0 geht Mit der 
Glukoselimitierung kommt es also zu einer Umstellung 
des Zellmetabblismus . 
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Wichtig ist dabei, dafi es vor Einsetzen der Glukoseli- 

'lidtierung zu keiner weiteren Limit ierung durch andere- 

* . • • • . * . 

Substrate koraht . Daher mufi das Wachstumsmedium so be- ; . 

schaffen seiri, dafi Glukose zuerst limitiert ist. 

5 " 
Mit dem erf indungsgemafien Verfahren wird die 

Raum-/Zext-Auisbeute *bei gegebener Zelldichte* erhoht . . 
Durch das erfindungsgemafie Verfahren wird die pro Zelle 
• zur Verfugung! stehende Menge an Glukose derart vermin- 
10 dert, dafi die Glukose uberwiegend in den Erhaltungs- 

stof fwechsel ,tund verbunden damit das Produkt und weni- 
ger in zallwalchstum eingeht- Das erfindungsgemafie Ver- 
fahren bedarf dabei nicht eirier Regelung der Glukosezu- 
ftitterung, so dafi das Verfahren. besonders einfach ist, 
15 ' da auf eine aufwenclige Glukoseregelung verzichtet wer- 

den kann. Dadurch, dafi ein geringer Medienzuflufi notig 
ist, werden Ktosten ftir Glukose gespart, da weniger Glu- 
kose benotigt wird- Zudem wird eine sehr hohe Produkt - 
konzentration erreicht. Dies kann zur Senkung der AUf - , 
20 arbeitungskosten fuhren. Das erfindungsgemafie Verfahren 

ermoglicht imsbesondere die Steigerung deir Produkt ipn 
von Proteinen, ohne dafi eine Zellinie fur die Umsetzung 
des erf indunglsgemafien Verfahrens zusatzlich genetisch 
verandert werden mufi.. Die Erhohung des Produkt titers 
25 ermoglicht die Produktion einer gewunschten Menge an 

Produkten in einem kleineren Kultivierungsvolumen, was 
zu geringeren Invest itionskos ten fuhrt . 

i 

Das erf indungisgem^fie Verfahren kann mit f olgehderi Ver- 
30 > . f ahrensschritfcen durchgefuhrt werden: 

Die Zellen soCLleri vorzugsweise in kontinuieriicher Ver- 
fahrensweise mit Zellruckhaltung, z. B. Spinfilter 
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(Perfusionskultur) kultiviert werden . . Dabei sind,alle 
gangigen Arteln von Kulturgef aiSen, . wie* zum Beispiel 
Ruhrkessel, uind Zellrtickhaltemechanismen, wie bei- 
spielsweise Sjpinf ilter , Ultraschal.1 oder Settlor ■ geeig- 
5 n^t. Vorzugsweise -sollte das Kultureystem hohe Zell— ' 

dichten. ermogllichen, Vorzugsweise wird eine Zellruck- 
• halturLg, realiisiert, damit die Zelldichte bei Auftreten 
der Glukoaelipitierung hicht absinken kann. Dies fuhrt 
dazu, dafi bei! steigender Lebendzelldichte/und gleich- 
10 bleibexider Glukosezuf utteru'ng, der. DGL weiter verrin- 

\ gert wird. Dije" hohe Zelldichte ermoa;licht ein Absinken 
des DGL unter' einen Wert von 0,4 bei einer eingestell- . 
ten Pur chf li i fl[ra t e in einer GroiSenordnung der maximaleri 
Wachstumsrate . So konneri beispielhaft Durchf lulSrateh 
15 . von 0,03 - 0/(05 h" 1 fur die . verwendete ' . 

CHO MUC2-GFP-jC-term Zelle, sowie die verwendete 
• CH0/MaCl-IgG2a PH3744/25 fcelle angewendet werden. 

Um eine Verringerung des D<3L 2u erreichen,. kann die 
20 ' Futterun'gsstrategie mit Glukdse demnach wie f olgt er- 

folgen:. Die. Menge an zugefutterter Glukose wird nicht 
mit zunehmendler Lebendzelldichte erhoht, urn eine Gluko- 
selimitierung zu vermeiden, Vielmehr wird die Menge an 
ziigef utterter' Glukose- wahrend des Prbzesses von Beginn 
25 an konstant, gphalten, Dabei sollte'die Menge an 1 zuge- 

futterter Glulcose so gewahlt sein, daS der DGL die er- 
forderlichen Werte linterschreitet , namlich.DGL kleiner 
£ 0,5', vorzug&weise < 0,4, besonders bevorzugt < 0,3. 
Daraua resultiert, daS die Menge zugefutterter Glukose ■ 
30 vorzugsweise nicht grofier ala 50 %, beaonders bevorzugt 

nicht grofier als 35 % dessen ist, was die im System bei 
x herkommlicher, nicht glukoeelimitierter ProzeSf uhrung 
zu erwartende Lebendzellzahl maximal ve'rbjrauchen kann. 
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Mfach.: Urns t el lung des Zellmetabolismus (Laktatstof fwechel 

und Produktivitat) kann die Menge zugefutterter Glukose 

langsam erhohit werden, aollte dabei jedoch, nicht' einen 

DGL von grower als 0,5; yorzugsweise grower- als 0,4 er- 

5 ' mdglichen. Dips fiSturt zii einer weiteren Erhohung der 

Lebendzelldichte bfei gleichbleibend hoher Produktivitat. 
*. • -J v" - - . - 

. und darnit erh&hter Raum-/Zeit-Ausbeute . Die Menge zuge- 

fuhrter dlukose kann in einem kontinuierlichen Prozefi 

durch die Medienzuf lufirate und die GlukoBekonzeiifcration 

10 im Zufutterun^smedium beeinflufit werden. MaJSgeblich 

1st,. daiS der MassenfluE an .zugefuhrter Glukose wahrend 

des Prozesses nicht odej nur in solcbem" MaiSe er>ioh.t 

wirdi daS derj DGL einen .Wert von kleiner 0,5, vorzugs- . 

weise kleiner 0,4 erreicht ( oder ' unterschreitet und die- 

1S n ser danri nicht raehr uberschritten wird. ' 

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den 

i ■ . . .'.*."' 
• TJnteranspruchfen angegeben. 

20 Im Folgenden soil die Erfindung in ihren Einzelheiten 

dargestellt werden, * 
•.Die Figuren zfeigen beispielhaf te Vereuchsergebriisse. 



Es zeigt : 



( Fig.-li Zunahme der vitalen Zellzahl [ml" 1 ] und 

; Darstellung der Mediendurchf lu&rate, 
[h rl ] gegen die ProzeEzeit [hj fur die 
ProdukLipn von MUCl-IgG2a. aus CHO . 
30 .MUCl/IgG2a PH3744/25 Zellen im Perfu- 

sionsreaktor . 
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Figi.2: Spezifische Produktivitat an MUC1- 

IgG2a [ng/h*E9 Zellen)]. und DGL gegen 
die ProzeJSzeit im Perfusionsreaktor . 



5 



10 




15 



Fig:. 3.: Zuriahme der vitalen Zellzahl [ml" 1 ] und . 
; n\M' Kestglukose, aufgetragen gegen die 

i ... 

Proze£zeit [h] fur die Production von 
MUCl-I'gG2a aus CHO' MUCl/lgG2a 
PH3744/25 Zellen im Perfusionsreaktor, 

Fig. 4: Glukose- und Laktatkonzentration sowie 
Konzentration von Glukose im Medienzu- 

lauf [mmol/1], aufgetragen gegen die 
Proze&zeit [h] fur die Production Von 
MUCl-IgG2a aus CHO MUCl/IgG2a 
PH3 744/25 Zellen im Perfusionsreaktor. 



20 



•Fig. 5: Zunahme der Konzentration an MUC1- 
XgG2a [ng/ml] und qMUCl-IgG2.a 
[|ug/h*E9 Zellen)] gegen die Zeit [h] 
fiir die Produktion von 
MtJCl-IgG2a aus CHO MUCl/IgG2a 
PH3744/25 Zellen im Perfusionsreaktor , 




25 



30 



Figi. 6 : Zunahme der vitalen Zellzahl [ml -1 ] und' 
Darstellung der Mediendurchf lufirate ' 

i 
l 

[h" x ] gegen die ProzeiSzeit [h] fur die 
Produktion von MUC2-GFP-C-terrn aus CHO 
MUC2 -GFP-C- term Zellen im Perfusions- . 
reaktor. 
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Fig. 7; Spezif. isciie Produktivit&t an 

MUC2 - GPP -C- term [nmbl/h*E9 Zellen)] und 
DGL gegen die Prozefizeit im Perfusi- 
onsreaktor-. 

• Fig!. 8: Zunahme der vitalen Zellzahl [ml" 1 ] und' 
Restgliikose [irtM], aufgetrageri gegen. die 
ProzeEzeit [h] fur die Produktion von 
j . MUC2-GFP-C-terrn aus CHO MUC2-GFP-C- 

10 i term Zellen im Perfueionsreaktor 

■ i • . ' , 

Fig!.9: Glukose- und Laktatkonzentration sowie 
Kon zentration von Glukose ira Medienzu- 
lauf [mmol/1], aufgetragen gegen die 
15 « ' : ProzeSzeit [h] fur die Produktion von 

MUC2-GFP-C-term aus CHO MUC2-GFP-C- 
terra Zellen ira- Perfusionsreaktor 

i 

Fig ! „10 Zunahme der Konzentration an MUC2- 
20 GFP-C-term [nM] und qMUC2-GFP-C-term 

[nmol/h*E9 Zellen)] gegen die Zeit [h] 
fftr die Produktion von 
MUC2-GFP-C-term aus CHO MUC2-GFP-C- 
term Zellen im Perfusionsreaktor. 




25 



Weiterhin zeigt Tabelle 1 die Versuchsdaten aus der An- 
wendung des eirf indungagemafien Verfahrens mit der 
CHO MUCl/IgG2k PH 3744/25 Zelle. 
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In Tabelle 2 sind die Versuchsdaten aus der Anwendung 
qLes erf indungfegemaSen Verfahrens mit der ■ 
OTO'MUC2-GFP-C-term Zelle dargestellt* 

i ' ' . 

5 Die erf indungsgemafie Verf ahreriBweiae kauri mit verscbie- 

denen Produktionszellinien durchgefuhrt werden. Die 
Zellinien konnen als Wildtyp Oder als, 'genetiseh modifi- 
zierte, rekombinante Zellen eingesetzt werden. Die ge- 
netisqhe Modif ikation kann beispie'lsweiee durch Inaer- 
10 tion von zusajtzlicben Genen des gleichen Organismus 

Oder eihes anjieren Organismus in die DNA, .oder einen 
Vektor erfolgjsn, oder in der Verstarkung der Aktivitat 
■ ( bzw. Expression .eines GeiiB durch Einbringen .eines wirk- 
sameren Promoters, zutn Beispiel aus CMV, Die Gene kon- 
15 nen fur verschiedene Proteine kodieren, beispielsweise 

fur Proteine, wie Fusionsproteines Oder fur Antikorper, 

Folgende Zellinien konnen beiepielbaft genahnt werden: 
Saugerzellen, wie CHO Zellinien/ wie zum Beispiel 
20 CH0-K1, BHK, wie JBHK-21, Hybridoma, NS/0, andere 

Myelomazellen Und Ineektenzellen oder andere hdhere 
Zellen. Beson&ers bevorzugt ist die Verwendung von.Zel- 
len, die nicht yorzugsweise wachstumsgekoppelt produ- 
zieren. 

25 

Bine rekombinante CHO Zellinie deren Produktivitat mit 
der erf indungsgemafeen Verf ahrensweise gesteigert werden 
katrn ist die Zellinie CHO MUCl/IgG2a, PH 3744/25, mit 
der das Glykoprotein MUCl-IgG2a sekretiert werden kann- 
30 Bine weitere CHO Zellinie.,, namlich CHO MUC2-GFP-C-term, 

ist befahigt kin Fusionsprotein MTJC2 - GFP - C - term gestei- 
gert zu sekretiererii wenn sie der erf indungsgem&Sen 
Verf abrensweise unterzogen wird. 
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Als Kulturmedium kann prinzipiell jedes glukosehalfcige 

• • • 1 

• Medium .eingesjetzt werden, welches bezviglich anderer 
Komponenten nicht limitierend' ist- Beispielhaft kann 
ProCH04-CDM gjsnannt .wsrden. fia k6nneh auch Medieii ba- - 
5 sierend auf .bekannten Rezepturen, wie zum Be i spiel 

IMDM, DMEM od'fer Ham's Pl2 eihgesetzt werden, die so auf 
die erf indungsgemafie . Verfahrensweise optimieirt , wurden, 
dafi lediglich" Giiikoeelimitierung; auf tritt . Die's kann 
2um Beispiel fradurch erreicht werden, daS audere Kompo- 
•10 nenten im Verkaltnis, zur Glukose hoher korizentriert 

. ... werden* Generbll ist ee auch moglich die Glukose sepa- '.' 
rat vom Medium zu zu dosieren. 

Der PH Bereich liegt vorzugsweise zwischen 6,7 • 7,7, 
15 besonders bevorzugt £wischen 7 - 7,3. Gedoch aind auch 

andere pH-Berfeiche denkbar. 

. Der Tetnperaturbereich liegt vorzugsweise zwischen % 
35 °C - 38,5 besonders bevorzugt bei 37 °C fur 

20 CHO MUC1- IgG2a. Es sind aber auch andere Temper aturbe- 

;reiche derikbar, wie beispielsweise < 35 °C, . bei denen 
es nicht zur irreversiblen Zerstorung' des Produkts' 

• kotltftlfc „ ; 

25 Mit dem erf iniiungsgemaiSen Kultivierungsverf ahren konnen 

Substanzen, wie Glykoprpteine, Fusionsproteine, Anti- 
■ korper, Paroteine im Allgemeinen produziert werden, von • 
denen beispielhaft: MUCl-IgG2a, MUC2^GPP-C-te^m r EPO, 
Interferone, Cytokine, Wachstumsf aktoren, 'Hormone, PA, 
30 Immunglobuline Oder Fragmente von Immunglobulinen, ge- 

nannt werden konnen. 
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Figurl zeigt den Verlauf der( Lebendzelldichte' (cv) an 
CH0/MaCl-XgG2a Zellen und der Mediendurch'f lufcrate (D) 
gegen die PraizeSzeit (h) im Pejrfusionsreaktqr . In-ihr ■ 

* ±TSt : ' ' 

'5 / ' ' 

■ Die Me'diendurchflufirate (l/h) und 

• ■ die Ljsbendzelldichte (l/ml) ; \ • ' 

1 Figur 2 zeigt; die spezifische Produktivitat an 

10 MUCi-IgG2a. ( t qjMUCl-:IgG2a) und E)GL gegen die Prozefczeit 

im Perfusionsjreaktor . In ihr istt" 

----- Die spezifische Produktivitat (/!fg/hE9 Zellen) 
. — . DGL (degree of glucose limitation) 





15 , • • . - ■ ■ % . 

Figur 3 zeigt epLne Graphik, in der auf der linken. Seite 
die vitale Zel.l2ahl [ml" 1 ] auf der rechten Seite die 

Konzentration der Restglukose' [mM] gegen die Prozefizeit 
[h] fur die; Production von MUCl-lgG2 in CHO MUC/lgG2a 

20 PH3744/25 audgetz-agen i'st . In ihr istj 

□ ' vitalie Zellzahl und . 

0 Glukoise, 

25 In Eigur 4 , is|t die Glukoee-. und kaktatkontentration so- 

wie die Glukdaekonzentration im Medienzulau'f [mmol/1] 
gegeri die * PrazeSzeit [h] aufgetragen. In ihr sind die 
Kurven mit ... 

30 □ Lactatkonzentrationskurven" und 

0 Glukdeekonzentrationskurven . 
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x 23,9Tranol/l Konzentration an Glukose im Medienzulauf 
(Durchfl.ufiratjS f von D = 0,035 h" 1 ) i 

T 

I 1 

In Figur 5 ist die Konzentration . von MUCl-IgG2a [/ig/ml] 
5 auf dear linken Seite sowie qMUCl-IgG2a [/zg/ (h*.E9 Zei- 

len)] auf der rechten Seite der Graphik gegen die Zeit 
[h] aufgetragein. In ihr sind; 

• q spelifieche Produktivitat an MUCl-IgG2a 
10 . (/ig/h£I9 Zellen)und 

0 Konzantratioh an MUCl-IgG2a <mg/l) . 

Figur 6 zeigt den Verlauf der Lebendzelldichte (cv) an 
■ CHO/MUC2 -GFP 2;ellen Und der Mediendurchf lulSrafce. <D) ge- 
15 gen die Prosefezeit (h) im Ferfusionsreaktor . In ihr 

ist: • : ' 

■ Die Mediendurchf lufirate (l/h)und 

• die Lebendzelldichte (1/ml) . 
20 { ' 

Figur 7 zeigt.die. spezifische Produktivitat an 

MUC2 - GFP - C - term £qMUC2 -GFP -C- term) und DGL gegen die 

Prozefezeit im 1 Perf uaionsreaktor , In ihr ist:. 

25 , Die apezifische Produktivitat (nmol/hE9 Zel- 

len) , ; 

: — . DGL (degree of glucose limitation) • 

,i 

Figur 8 .zeigt eihe Graphik, in der auf der linken Seite 
30 die vitale Zellzahl [ml" 3 "] und auf der rechten Seite die 

Konsentration der Restglukose [tnM] gegen die ProzeSzeit 
[h] fiir die Prsoduktion von MUC2 -GFP-C- term in 
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CHO MUC/IgG2a PH3744/2 5 aufgetragen ist. In ihr ist: 



i 



C ' vitale Zellzahl und- 

0 Glukope . 

r. 

in Figur.9 ist die Glukose- und Laktatkontentration so- - 
wie die Gluko's.ekonzentration im Medienzulauf [mmol/1] 
gegen die Projzefizeit [h] aufgetragen. In ihr sind die 
Kurven mit « 

□ Lactafckonzentrationskurven und ' 

0. Glukosekonzentrationskurven, 



x 23 r 9mmol/l Konzentration an Glukose im Medienzulauf 
15 (DurchfluBrate von D = 0,035 h" 1 ) . 

! 

In Figur 10 ist die Konzentration von MUC2-GFP-c-term 
[nM] auf der ljinken Seite Bowie qMUC2-GFP-C-term 
[nmol/ (h*E9 Z<$llen)] auf der rechten Seite der Graphik 
20 gegen die Zeit [h] aufgetragen. .In ihr sind: 

• q spezif ische Produktivitat an MUC2-GFP-C-terrn 

(nmol/hE9 Zellen) und , * ' 

0 Konzeiitration an MUC2-GFP-C-term . (nM) - 



Figur 1 zeigt 



die erf indungsgemafie Verf ahrensweise bei- 
, spielhaft bet ref fend die Giukoaezufutterung. In konti- 
nuierlicher Perfusionskultur wird eine konstante Menge 
Glukose zugefftttert . Im gezeigten Beispiel wird dies 
30 durch. eine konstante Mediendurchf lufirate erreicht, • wo- 

bei die Glukosekonzentration im Medienzulauf konstant 
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ist. Die Medijendurchf iufcrate wird nicht mit zunehmehder 
Xiebendzelldiciite erhoht . Der ProzeS wurde als Batch be- 
gonnen, bevor 5 die kontinuierliche Verf ahrensweise be- 
gaiin. ! 



• Figur 2 zeigt., da£ bei dieser Verf ahreiisweise der DGL. ' 
im Verlaufe dies Prozesaea sinkt, und schliefilich eineijt 
Wert unter 0,4. erreicht.. Wahrend dies geschieht, steigt 
die spezif iache Produktivitat an und erreicht -schliefc- 
10 lich einen 'Welrt * der urn das. 4-fache hoher ist, als der 

vor Unterechxjeiten dee DGL-Wertes von 0,4. 

Aus Figur 3 wircl ersichtlich, dafi bei dem erf indungsge- 
maiSen Verf ahrien die Lebendzelldichte gegen einen Maxi- 
15 ' malwert lauft/ der dann gehalten werderi kaim, wahrend ■ 
.die Restglukosekonzentration im Verlauf gegen null 
geht. Dies tritt ein, obwohl Glukoee zugefuhrt wird. 
Wahrend ■ dee Ajbsinkena der ftestglukosekonzentration, be- 
ginnt die spe-zifische Glukoseauf nahmerate der Organis- 
20 men zu einken. Wahrend dessen kanit die Lebendzellzahi 

noch ansteigeoi'. Parallel zum Rftckgang der spezifischen 
, Glukoseaufnatimerate sinkt auch die spezifische Laktat- 
bildungsrate, was zun&chst . zu einem verlangaamten An- 
stieg, dann z!u. einem Abf all der Laktatkonzentration. im 
25' KulturgefaS ftihrt. SchlieSlich lauft. die Laktatkonzen- 

tration im Ktulturgef ate gegen null, wie aus Figur -4 zu 

entnehmen ist. Es liegt also eine deutliche Umstellung - 

■f 

des .Zellmetabolismus vor. Wie Figur 5 zu entnehmen ist, 
findet verbun'den- mit der Umstellung des Zellmetabolis- 
mus ein Anstleg der spezifischen Produktivitat auf etwa 
das. 4-fache- gegenuber dem Zeitpunkt vor der Umstellung 
des Zellmetabolismus statt . Der Anstieg der. spezif i- 
'schen Produktivitat bei mindestens gleichbleibenden. 
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' Oder sogar nach an^taigenden Zelldichten wahrend der 
besdhriebenen: Phase fuhrt schiielSlich zu einem markan- 
ten Anstieg dies Produktt iters im kulturuberstand >( wie 

Figur 5 zu entnehmen ist, und damit zu diner erhohteh 

• ' ■ • . * . * 

5 ■ . Raum-/2eit-Au;sbeute. . ' 

i . ' ■ • ■ ' ' • • - ■ 

Tabelle 1 zeigt Daten. zur Fermentation von lvnjci-IgG2a'- 

Analog zu den Figur en 1 bis 5 beschreiben Figuiren 6 bis 
10 10 die Ergebniisse der Anwendung dea erf indungsgemaSen 

. . Verfahrens mifc CHO MUC2~GFP-C-term Zellen* ' 

Tabelle 2 zeigt Daten zur Fermentation . von 
MUC2 -GFP-C-telrm. 



Produktionstebhnisch kaiin daa erf indungsgemalSe Verfah- 
ren auger nach dem eben beschrietienen Perfusions verfah- 
ren auch als Fed-Batch (Zufutterungsverf ahren) betrie-' 
ben werden . . 



In einem Ped-katch-Betrieb wird die Produktionskultur 
einmal oder wjiederkehrend, bzw. chargenweise oder.kon- 
tinuierlich rtiiit glukqsehaltigem Medium oder einer- sepa- 
rat en Glukosekosurig in einer Art und Weise versorgt, 
25 dafi der DGL vorzugsweise den Wert von 0,5, ' be Bonders . 

bevorzugt 0, < und noch besser 0,3 unterschreitefc . Mog- 
lich ist hieri auch ein repetitiver Fed-Batch/ 

. Sowohl in der perfusiven Verf ahrensweise als auch im 
30 - . Fed-Batch kann der . PrpzeS in alien allgemein bekannten 
Verf ahrehs we i sen begonnen werden. So kann vor Beginn 
der erf indungsgemafien .Verf ahrensweise die Kultur als 
Batch, Fed-Batch oder in kontihuierlicher Verfahrens- 
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weiee ra±t. bdebr auch ohnje, Zellruckhaltung betrieben'.wer- 
den. 





~ — -■■ — 1 \ ~ 
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1- . Verf ahren, zur Kultivierung yon 2ellen .zur Produk- 
fcion von Ssubatanzen, . 
dadurch gbkennzeichnet, 

da£ eine Substanzen produzierende Zelle unter Glu- 
koselimitierung (DGL) kultiviert wird, wobei der 
DGL (DGL « qGlc/qGlCaax mit qGlc = beobachtete mo- 
mentane sjpe2if ische Glukoseverbrauqhsrate und 
qGlc^ = maximal fur diese z.ellen bekannten spezi- 
fxschen Glukoseverbrauchsrate ) grofier als der DGL. 
isfc, welcher zur ausschliefilichen Erhalfcung 
(DGIjEj-haifc^g) der Zelle fuhrt, und £0,5 iat,- wobei 
der DGLErfcaiuung =' qGlcEr^t^g/qGlc^ iat r mit 
qGlc Brhaitun^- ■ *>ei reinem Erhaltungsstof fwechsel 
15 beobachtete spezifische Glukoseverbrauchsrate und 

qGl Cmax fnaximal fur diese Zellen bekannten spezi- 
fiechen GiLukos eve rbrauchs rate . 



2 



Verf ahren' nach Anspruch l f 



20 dadurch' gkkennzeichnet r 

dafi die D&L < 0,4 oder £ 0,3 iat. 



3. Verf ahren: nach Anspruch q. oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die Mfenge zugefutterter Glukose nicht groGer 
als 50 % (lessen 1st, was die ohne Glukoselimitie- 
rung maximal erwartete Zellzahl maximal verbrauchen 
kann . * . • , 

4 . Verfahren nach Anspruch 3 , 
dadurch gekenn^eichnet , 
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dafi die Mfenge zugefutterter Glukose nicht grofier 
. als 35,% besseri ist, w<as.die ohne Glukoselimitie- 
rung maximal erwartete Zellzahl maximal verbrauchen 
kann. 

■ 5 . : 

5. Verfahren; nach einsm der Anspriiche l bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi eine (Kiomponente aus der Gruppe der Zellinien 
CHO, wie B CHO-K1, BHK, wie z. B BHK-21, 
10 Hybridoma, Myelomazellen, wie z. B. NS/0, axidere 

Saugerzellen und Insektenzellen Oder andere hohere 
Zellen eingesetzt wird. 

Verfahren : nach einem der Anspruche l bis" 5, ' 
15 dadurch gekennzeichnet , 

dafi die pfcoduzierten Substan'zen , Proteine oder Poly- 
peptide sind. 

7. Verfahrenj nach Anspruch 6, 

20 dadurch gekennzeichnet, 

dafi die produzierten Substanzeir Pusionaproteine, 
MUCl-IgG2a> MUC2~GFP~C-term, EPO, Interferons, 
Cytokine, Wachstumsf aktoren. Hormone, PA, Immunglo- 
buline. Fragment e von Immunglobulinen oder andere 

25 Glykoprot^ine sind. 

Verfahren' nach' einem der Anapruche l bis 7, 
dadurch gbkennzeichnet , 

dafi ein glukosehaltiges Medium eingeBetzt wird, 
3^ welches bezuglich anderer Nahrstof fkbmponenten 

nicht vor Eintreten- der Glukoselimi tie rung limitie- 
rend ist. 
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9 . Verf ahren nach Ahspruch 8 , 
dadurch gjekennzeichnet , 

. daS die Glufcose separat von anderen Substraten ge- 
futfcert wird. 

10. Verf ahren nach einem-der Aiisprilche 1 bis 9, 
dadurch gekerinzeichnet, 

dafi eg in einem pH-Bereich yon 6,7 - 7,7 durchge- 
fuhrt wir Ji- 



11. Verf ahren; nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gtekennzeichnet, 

da£ es in einem Temperaturbereich bei dem es nicht 
zur irrevbrsiblen Zerstorung des Produkts kommt 

15 durchgefiihrt wird. 

i . 

12. t Verf ahren nach einem der AnsprQche 1 ,bis 11, 

• dadurch gWkennzeichnet r 
dafi es in kontinuierlicher Verf ahrensweise mit zu- 
20 mindest pkrtieller Zellrttckhaltung betrieben wird- 

13. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gtekennzeichnet , 

, dafi es im Fed- Batch verf ahren durchgefuhrt wird. 

25 j * • ' 

, 14. Verf ahren! nach einem der Anspruche 1 bis 13 , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS es ale Batch gestartet und als Fed-Batch pder 
kontinuiefrlicher PrpzeS fortgefuhrt wird. * 
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15. Verfahrerl nach. einem :der Ansprftche 1 bis 14,' 
' dadurch gjskeniizeichnet:., ' 
dalS es mifc nicht ' wachstumsgekoppelt produzierenden 
Zellen durchgefulirt wird. 
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Prozess- 
zeit 


cv 


Id 


GIu- 
kose 
•Feed 




Laktat 


MUC1-!gG2a 


qMUCI- 
lqG2a 


DGL 


h 






mm o l/I 


mmoi/l 


mmol/l 


yg/mi 






0 




, o 


0 


22,07 


2,5 


2,62 




; 


16,63 


2.83E+05 


.0 


0 


20,89 


5,1 


' 3,59 


, 0,21 . 


0,S2 


40,52 


6.48E+0S 


0 


6 


16,75 


10,84 


5,77 


0.14' 


0,99 


68 


t.78E+08 


0 

I 


0 


8,74. 


20,1 


14,21 


0,17 


0,61 


$4 


2,14E*06 


0jQ35 


23.89 


8,08 


19,48 


15,49 


0,30 


1.00 


120 


3.70E+08 


0^035 


23,89 


5,64 


22,35 


18.02 


0,22. 


0,72 


.138.6 




ojo35 


23,89 


4,30 


22,02 


19,95 


0,17 


0,62 


163,5 . 


7.02E+G8 


OJ035 


23,89 


3,17 


22,66 . 


22.67 


0,14 


0,40 


187,5 


6,9SE+dG 


Oj035 


23,89 


.1,79 


20,77 


22,44 


0.11 


0,44 


215,5 




0j035 


23,89 


1,04 


17,46' 


28,24 


0,13 


0,35 


264.75 




0]035 


23,89 




8,45 


67,03 . 


0.22 


0,24 


267 


1,54E+07 


OJ035 


23.69 




5.25 ' 


89,42 


0,22 


0,20 


310 


1>64£+07 


0jQ35 
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2,77 ; 


113,28 


• 0,25 


0,19 
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2.Z7E+07 


0,1035 


23.89 




1,24 


1 33,80 


0,24. 


0,14 
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1.45E+07 


0,!035 


23,89 




0,82 


152.87 


0.29 


0,21 


376,3 


1,42E*Q7 


0|035 


23,89 


m 


0,53 . 


182,52 


0,45 


0,22 


404,4, 


1,55&K77 


ojo35 
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0,44 


218,51 


0,51 


0.20 
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■1 ,7BE+07 


0j035 
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0,58 


241,75 


0,50/ . 


0,17 
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2,06 E+ 07 
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0,55 


305,39 


6,55 


0,15 


473,63 


1.35E+07 
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.0,55 


290,52 


0,60 


0,23 
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0,51 


274,94 


0,85 


0,33 
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1 r 53E+D7 
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0,56 


301,12 


0.87 


0,20 



5 



Tabelle 1 : 

Daten zur Fermentation von MUC1-lgG2a 
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# 



h 


Vltafe Zellzah 
1/mI 1 


D 

1 1/h 


Glukose Feed 
mmol/l 


Glukose 
mmol/l 


Laktat 
mmol/l 


MUC2- 
-Cterm 

nM< 


qProdukt 

rtmol/(h*E9) 


DGL 


0,5 


i 

7.50E-04 


0 


0 


21.37 


3.12 


0.00 


* 




106 


1.80E+06 


0 


0 


4.25 


21,1 


1.66 


0.01 


0,44 


106.01 




0^35 


23,89 






8,92 






130 


2.20E+06 


0,035 


- 23.89 


9.3B 




7.71 


0.14 


0.66 


154 


2,90E+06 


0.035 


23.89 


8.32 


18,23 


10.72 


0.05 


1.00 


' 182.38 


i 

6.83E+06 


0.D35 


23.89 


5.58 


19,26 


14,08 


0^17 


0,53 


212^9 


1.19E+07 


0.035 


1 23.89 


1.65 


18.78 


26.15 


0.12 


0.33 


237.2 


• 1.44E+0* 


0,035 


23,89 


0.54 


13.84 


38.37 


0.11 


0.26 


254 


1.48E+07 


0.035 


23,89 


0.52 


9.81 


50.08 


0 ; 13 


0.24 


278 


1.20E+07 


0.035 


23,89 




5.19 


65.63 


0.20 


0.35. 


• 302 


1,40E-Mrt 


0.035 


23.89 




2,05 


81.53 


0.27 


0.29 


326 


•1.20E+07 


0,035 


23.89 


- 


0.7 


88.03 


0.30 


0,34 


349,9 


2.16E+07 


0.035 


23.89 


- 


0.33 


104,60 


0.28 


0.19 


' 374 


1,20E+0t 


0.035 


23.89 




0,26 


104.03 


0.28' 


0,34 






0.035 


23.89 


- 




' 84,47 










0.035 


23.89 






75,16 






446 


1.10E+07 


0.035 


23.89 




0.19 


64,81 




0,37 


470 


1.10E+07 


0.035 


23.89 




0.53 


52.36 




0,37 


494 


1.40E+07 


0.035 


23.89 




0,32 


69.63 


0,24 


0.29 


518 


1.30E+07 


0,035 


23.89 






79,34 


0,26 


0,32 






0.035 


23.89 






93.94 




i 






0.035 


23.89 




0,35 


104,57 






595.6 


1.01E+07 


0.035 


23.89 ' 




0 f 25 


113,89 







Tabelle 2: 

Daten zur Fermentation von MUC2-GFP-Cterm 



turn 27.1 1 .02 1 5:49 FAXG3 Nr: 603269 von NVS:FAXG3. 10.01 02/0 (Seite 38 von 38) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
51 FADED TEXT OR DRAWING 
^BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

EJ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCED) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



